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Konfokales 4 -Pi-Mikroskop und Verfahren zur konfokalen 4-Pi- 

Mikroskopie 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur konfokalen 4-Pi-Mikroskopie. 

Die Erfindung betrifft auRerdem ein konfokales 4-Pi-Mikroskop mit einer 
Lichtquelle, die Beleuchtungslicht, das zumindest eine 
Beleuchtungswellenlange aufweist. erzeugt, und das von zwei Seiten durch je 
ein Objektiv auf eine Probe richtbar ist, wobei durch Interferenz des 
Beleuchtungslichts in der Probe eine stehende Beleuchtungswelle mit einem 
Beleuchtungs-Hauptmaximum und mit Beleuchtungs-Nebenmaxima erzeugt 
wird und mit einem Detektor zum Detektieren von von der Probe 
ausgehendem durch die beiden Objektive hindurch gehendem Detektionslicht, 
das zumindest eine Detektionswellenlange aufweist. 

In der Scanmikroskopie wird eine Probe mit einem Lichtstrahl beleuchtet, urn 
das von der Probe emittierte Reflexions- oder Fluoreszenzlicht zu beobachten. 
Der Fokus eines Beleuchtungslichtstrahles wird mit Hilfe einer steuerbaren 
Strahlablenkeinrichtung, im Allgemeinen durch Verkippen zweier Spiegel, in 
einer Objektebene bewegt. wobei die Ablenkachsen meist senkrecht 
aufeinander stehen, so dass ein Spiegel in x-, der andere in y-Richtung 
ablenkt. Die Verkippung der Spiegel wird beispielsweise mit Hilfe von 
Galvanometer-Stellelementen bewerkstelligt. Die Leistung des vom Objekt 
kommenden Lichtes wird in Abhangigkeit von der Position des Abtaststrahles 
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gemessen. Oblicherweise werden die Stellelemente mit Sensoren zur 
Ermittlung der aktuellen Spiegelstellung ausgerustet. 

Speziell in der konfokalen Scanmikroskopie wird ein Objekt mit dem Fokus 
eines Lichtstrahles in drei Dimensionen abgetastet. Ein konfokales 
5 Rasterrhikroskop umfasst im Allgemeinen eine Lichtquelle. eine 
Fokussieroptik, mit der das Licht der Quelle auf eine Lochblende - die sog. 
Anregungsblende - fokussiert wird, einen Strahlteiler, eine 
Strahlablenkeinrichtung zur Strahlsteuerung, eine Mikroskopoptik, eine 
Detektionsblende und die Detektoren zum Nachweis des Detektions- bzw. 

10 Fluoreszenzlichtes. Das Beleuchtungslicht wird uber einen Strahlteiler 
eingekoppelt. Das vom Objekt kommende Detektionslicht, wie Fluoreszenz- 
oder Reflexionslicht oder auch CARS-Licht, gelangt uber die 
Strahlablenkeinrichtung zurtick zum Strahlteiler, passiert diesen, urn 
anschliefSend auf die Detektionsblende fokussiert zu werden, hinter der sich 

15 die Detektoren befinden. Detektionslicht, das nicht direkt aus der Fokusregion 
stammt, nimmt einen anderen Lichtweg und passiert die Detektionsblende 
nicht, so dass man eine Punktinformation erhalt, die durch sequentielles 
Abtasten des Objekts zu einem dreidimensionalen Bild fuhrt. Meist wird ein 
dreidimensionales Bild durch schichtweise Bilddatenaufnahme erzielt, wobei 

20 die Bahn des Abtastlichtstrahles auf bzw. in dem Objekt idealer Weise einen 
Maander beschreibt. (Abtasten einer Zeile in x-Richtung bei konstanter y- 
Position. anschlieliend x-Abtastung anhalten und per y-Verstellung auf die 
nachste abzutastende Zeile schwenken und dann, bei konstanter y-Position, 
diese Zeile in negative x-Richtung abtasten usw.). Urn eine schichtweise 

25 Bilddatenaufnahme zu ermoglichen, wird der Probentisch oder das Objektiv 
nach dem Abtasten einer Schicht verschoben und so die nachste 
abzutastende Schicht in die Fokusebene des Objektivs gebracht. 

Eine Auflosungssteigerung in Richtung der optischen Achse lasst sich. wie in 
der Europaischen Patentschrift EP 0 491 289 mit dem Titel: 
30 „Doppelkonfokales Rastermikroskop" beschrieben ist, durch eine 
Doppelobjektivanordnung erreichen. Das vom Beleuchtungssystem 



WO 2004/061513 PCT/EP2004/000029 



kommende Licht wird in zwei Teilstrahlen aufgespalten, die die Probe 
einander entgegenlaufend durch zwei spiegelsymmetrisch angeordnete 
Objektive gleichzeitig beleuchten. Die beiden Objektive sind auf 
verschiedenen Seiten der ihnen gemeinsamen Objektebene angeordnet. Im 
5 Objektpunkt bildet sich durch diese interferometrische Beleuchtung ein 
Interferenzmuster aus. dass bei konstruktiver Interferenz ein Hauptmaximum 
und mehrere Nebenmaxima aufweist. Die Nebenmaxima sind hierbei im 
Allgemeinen entlang der optischen Achse angeordnet. Mit einem 
doppelkonfokalen Rastermikroskop kann im Vergleich zum konventionellen 
1 0 Rastermikroskop durch die interferometrische Beleuchtung eine erhohte axiale 
Auflosung erzielt werden. 

Die Nebenmaxima erzeugen bei der Bildaufnahme sterende Doppelbilder, die 
uber mathematische Bildrekonstruktionsverfahren beseitigt werden mussen. 
Diese Verfahren funktionieren umso besser, umso niedriger die Nebenmaxima 

15 sind. In der Praxis hat sich gezeigt, dass nur dann eine artefaktfreie 
Rekonstruktion vorgenommen werden kann, wenn die Amplitude der 
Nebenmaxima maximal 50% der Amplitude des Hauptmaximums betragt. Die 
in der Konfokalmikroskopie bevorzugte 1-Photonenanregung erzeugt aber in 
einem Standard-4-Pi-Mikroskop Nebenmaxima von ca. 65% Hohe und ist 

20 daher nicht fur strukturaufldsende Aufnahmen nutzbar. 

Aus der Deutschen Offenlegungsschrift DE 100 10 154 A1 ist ein Verfahren 
und eine Vorrichtung zur Beleuchtung eines transparenten Objekts, 
insbesondere zur Anwendung in der doppelkonfokalen Rastermikroskopie 
bekannt, wobei zur Beleuchtung eines Punkts des Objekts zwei aus 

25 entgegengesetzten Richtungen (auf den Punkt fokussierte Lichtwellen einer 
koharenten Lichtquelle zu einem Beleuchtungsmuster interferieren, und ist zur 
ursachlich Vermeidung der Probleme der Rekonstruktionsverfahren dadurch 
gekennzeichnet, dass mindestens zwei zusatzliche, aufeinander zu laufende, 
koharente Lichtwellen uberlagert werden, urn die Nebenmaxima des 

30 Beleuchtungsmusters zu minimieren. 
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doppelkonfokales Rastermikroskop mit einem Beleuchtungsstrahlengang 
einer Lichtquelle und einem Detektionsstrahlengang eines Detektors bekannt. 
Das doppelkonfokale Rastermikroskop ist zur ursachlichen Vermeidung der 
Probleme der Rekonstruktionsmethoden dadurch gekennzeichnet, dass 
5 mindestens ein auf den Beleuchtungs- und/oder Detektionsstrahlengang 
wirkendes optisches Bauteil vorgesehen und derart ausgestaltet ist, dass es 
die Amplitude und/oder die Phase und/oder die Polarisation des Lichts 
beeinflusst und hierdurch die Charakteristik der doppelkonfokalen 
Beleuchtung und/oder Detektion veranderbar ist. 

1 0 Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur konfokalen 
4-Pi-Mikroskopie vorzuschlagen, das einfach und effizient die durch 
Nebenmaxima hervorgerufene Bildartefakte vermeidet. 

Die Aufgabe wird durch ein Verfahren geldst, dass durch folgende Schritte 
gekennzeichnet ist: 

15 • KohSrentes Beleuchten einer Probe von zwei Seiten durch je ein 

Objektiv mit Beleuchtungslicht, das zumindest eine 
Beleuchtungswellenlange aufweist, wobei durch Interferenz des 
Beleuchtungslichts in der Probe eine stehende Beleuchtungswelle mit 
einem Beleuchtungs-Hauptmaximum und mit Beleuchtungs- 

20 Nebenmaxima erzeugt wird und 

• Detektieren des von der Probe ausgehenden Detektionslichtes, das 
zumindest eine DetektionswellenlSnge aufweist, durch die beiden 
Objektive hindurch, wobei das Detektionslicht zur Interferenz gebracht 
wird und dadurch in der Probe ein Detektionsmuster mit einem 
25 Detektions-Hauptmaximum und mit Detektions-Nebenmaxima derart 

erzeugt wird, dass die Beleuchtungs-Nebenmaxima und die 
Detektions-Nebenmaxima sich an unterschiedlichen Orten befinden. 

Es ist aulierdem eine Aufgabe der Erfindung ein konfokales 4-Pi-Mikroskop 
anzugeben, bei dem effizient die durch Nebenmaxima hervorgerufenen 
30 Bildartefakte vermieden sind. 
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Diese Aufgabe wird durch ein konfokales 4-Pi-Mikroskop gelost, das dadurch 
gekennzeichnet ist, dass das Detektionslicht interferiert und in der Probe ein 
Detektionsmuster mit einem Detektions-Hauptmaximum und mit Detektions- 
Nebenmaxima erzeugbar ist, wobei sich die Beleuchtungs-Nebenmaxima und 
5 die Detektions-Nebenmaxima sich an unterschiedlichen Orten befinden. 

Die Erfindung hat den Vorteil, dass eine verbesserte Bildqualitat in der 
konfokalen 4-Pi-Mikroskopie erzielbar ist. Dadurch dass das Detektionslicht 
interferiert und in der Probe ein Detektionsmuster mit einem Detektions- 
Hauptmaximum, mit Detektions-Nebenmaxima und mit Detektions-Minima 

10 erzeugt, wobei die Beleuchtungs-Nebenmaxima und die Detektions-Minima 
zumindest teilweise uberlappen - sonst lagen die Beleuchtungs- 
Nebenmaxima und die Detektions-Nebenmaxima nicht an unterschiedlichen 
Orten -, werden die durch die Beleuchtungsnebenmaxima angeregten 
Bereiche der Probe nicht Oder zumindest mit reduzierter Empfindlichkeit 

15 detektiert. 

In der 4-Pi-Mikroskopie wird durch die koharente Beleuchtung zweier einander 
gegenuberstehender Objektive eine stehende Welle im gemeinsamen Fokus 
der Objektive erzeugt. Diese stehende Welle moduliert die Punktbildfunktion 
(PSF) des gewShnlichen konfokalen Mikroskops axial und erzeugt dadurch 

20 mehrere Maxima mit einer 4- bis 7-fach verringerten Halbwertsbreite. Dadurch 
ist die axiale Auflosung urn diesen Faktor entsprechend erhoht verglichen mit 
einem gewdhnlichen konfokalen Laserrastermikroskop bei Verwendung eines 
Objektivs hochster numerischer Apertur. Wenn nun sowohl das 
Anregungslicht als auch das detektierte Licht Qber beide Objektive jeweils 

25 miteinander interferiert, erhalt man neue Moglichkeiten, in die PSF-Gestaltung 
einzugreifen. ErfindungsgemaB wurde erkannt, dass der Abstand der 
Nebenmaxima zum Hauptmaximum zur jeweiligen Wellenlange proportional 
ist. Beispielsweise durch die Verwendung von moglichst unterschiedlichen 
Welleniangen in Detektion und Beleuchtung kann erfindungsgemafi erreicht 

30 werden, dass die Nebenmaxima der Beleuchtungs- und die der Detektions- 
PSF nur geringfugig uberlappen. Die effektive PSF, die sich aus dem Produkt 
der beiden PSFs ergibt, besitzt dadurch gesenkte Nebenmaxima. Liegt die 
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Detektionswelleniange z.B. ca. 50% Qber der der Beleuchtungswellenlange, 
fallt das Nebenmaximum der Detektion in das zweiten Minimum der 
Beleuchtungs-PSF und wird dadurch massiv unterdrQckt. Die Nebenmaxima 
lassen sich dadurch in der praktischen Anwendung auf ca. 30% der 
5 Hauptmaximumshohe senken. 

Die Optische-Tranfer-Funktion (OTF) des 4Pi-konfokalen Mikroskops bei 1- 
Photonen-Anregung besitzt ausgepragtere Minima bei der kritischen 
Raumfrequenz kc, die zwischen dem Hauptmaximum und den ersten 
Nebenmaxima liegt, als die OTFs der 4-Pi-konfokalen 2-Photonen-Techniken. 
10 Bei der meist erforderlichen Bildrestaurierung muss insbesondere das Signal 
bei diesen Raumfrequenzen verstarkt werden. Bei schlechtem Signal-zu- 
Rausch-Verhaltnis sind daher diese Bereiche des Raumfrequenzspektrums 
bei der Rekonstruktion besonders anfailig, storende Artefakte zu erzeugen, 
die die Bildinterpretation schwierig bis unm6glich machen. 

15 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird durch Einfugen von Pupillenfiltern 
in zumindest eine Pupillenebene der Objektive oder in zumindest eine optisch 
zu der Pupillenebene korrespondierenden Ebene die raumliche Lage der 
Beleuchtungs-Nebenmaxima und/oder der Detektions-Nebenmaxima 
festgelegt und/oder verandert. Durch den Einsatz von Pupillenfiltern kann die 

20 4-Pi-PSF verandert werden. Insbesondere konnen auf diese Weise 
Nebenmaxima etwas verschoben werden. Pupillenfilter sind insbesondere bei 
2-Photonenanregung von Vorteil. Auch bei der 1-Photonenanregung fuhren 
insbesondere in Kombination mit der Malinahme des Auswahlens eines 
Verhaltnis von Beleuchtungswellenlange zu Detektionswellenlange im Bereich 

25 von 0,5 bis 0,9, insbesondere im Bereich von 0,7 bis 0,8, insbesondere bei 
0,75 zu besonders guter Unterdruckung der Stdreffekte durch die 
Beleuchtungs-Nebenmaxima. 

Die OTF eines Mikroskops kann durch eine Veranderung der Pupillenfunktion 
optimiert werden. Durch Betonung der Bereiche mit extremen k z -Werten, das 
30 sind der SuSerste Ring sowie die Mitte der Pupille, wird tendenziell die OTF 
geglattet. Die Frage ist, welches die optimalen Werte der Pupillenfunktion 
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sind, und ob andere, evtl. nicht so offensichtliche Funktionen nicht noch 
bessere Ergebnisse liefern. 

Das Prinzip strukturierter Pupillenfunktionen zur Auflosungserhohung wurde 
schon Anfang der 50-er Jahre von G. Toraldo di Francia in der Hellfeld- 
5 Mikroskopie verfolgt. Den Filter-Optimierungsprozess kann man sich im 
Ortsraum so vorstellen, dass man die Apertur des Objektivs in konzentrische 
Ringe aufteilt. Jeder der Ringe erzeugt entsprechend seines Radius 
unterschiedliche laterale Raumfrequenzen in der Fokusebene. Durch 
geeignete Kombination zweier Ringe kann daher fur einen Punkt im Abstand p 

10 vom Zentrum der PSF erreicht werden, dass er einerseits Teil des n-ten 
Beugungsmaximums des einen Ringes ist, andererseits aber zum n+(2m+1)- 
ten Beugungsmaximum des anderen Ringes gehort. Die Amplituden der 
beiden Beugungsmaxima sind in diesem Fall einander entgegengerichtet und 
durch geeignete Ringbreiten- oder Amplitudenwahl kann es daher zu einer 

15 volligen Ausloschung des aus diesem Punkt emittierten elektromagnetischen 
Feldes kommen. 

Auf diese Weise konnen sukzessive benachbarte Radien minimiert werden. 
Mit diesen sogenannten Toraldo-Filtern k6nnen theoretisch sehr scharfe 
Feldverteilungen urn den Ursprung geschaffen werden, deren ringformiges 

20 Umfeld in einem frei wShlbaren Bereich beliebig stark gegen Null gesenkt 
werden kann. Allerdings nimmt das Signal aus dem Zentrum dabei ebenfalls 
drastisch ab. Bereiche auSerhalb des optimierten Bereichs werden dagegen 
teilweise stark in den Innenbereich hineingebeugt und konnen bei 
entsprechender Helligkeitsverteilung der Probe das Signal im Zentrum leicht 

25 ubertreffen. Dadurch wird schnell eine experimentell verwirklichbare Grenze 
erreicht. 

Prinzipiell kann nicht nur die Amplitude sondern auch die Phase des 
elektromagnetischen Feldes durch die Pupillenfunktion verandert werden. In 
einer praktischen Realisierung benutzt man hierzu phasenverzdgernde 
30 Elemente wie z.B. Phasenplatten, insbesondere \/2-Platten. Zusatzlich lasst 
sich das Prinzip auch ohne weiteres auf Kosten der beiden lateralen 
Dimensionen auf die dritte Dimension ausweiten. 1 1 . 
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In der konfokalen Mikroskopie bietet sich eine Anwendung insofern an, da z.B. 
die hellen AulJenbereiche der Anregungs-PSF mit Toraldo-Filtern durch die 
konfokale Detektions-PSF unterdruckt werden kSnnen. Die dort erreichbaren 
Effekte bewegen sich allerdings nur im Prozentbereich, so dass in den 
5 meisten Fallen die Nachteile des Toraldo-Konzepts Oberwiegen. 

In der 4-Pi-konfokalen Mikroskopie soil mit Hilfe der Toraldo-Filter nicht primar 
die Aufldsung gesteigert werden. Ziel ist stattdessen, die auftretenden 
Nebenmaxima in der PSF zu reduzieren, um auf diesem Weg die schwachen 
Bereiche der OTF um die kritische Frequenz kc zu heben. Die 
10 Vorgehensweise ist dabei analog.. Es kann jedoch auf einem relativ 
eingeschrankten axialen Bereich agiert werden, wodurch die negativen 
Nebeneffekte nicht so drastisch ausfallen. 

Vorzugsweise ist die Probe mit zumindest einem Lumineszenzfarbstoff, 
insbesondere mit einem Fluoreszenzfarbstoff. markiert. In einer bevorzugen 

15 Ausgestaltung ist der Fluoreszenzfarbstoff derart ausgewahlt, dass ein 
Verhaltnis von Beleuchtungswellenlange zu Detektionswellenlange im Bereich 
von 0,5 bis 0,9, insbesondere im Bereich von 0,6 bis 0,8, insbesondere bei 
0,75 einstellbar ist. Hierzu ist Bezug auf das konfokale 4-Pi-Mikroskop 
zumindest eine Detektionswellenlange auswsihlbar und der Detektor auf die 

20 ausgewahlte Detektionswellenlange einstellbar. In einer Variante ist der 
Detektor als Multibanddetektor ausgefuhrt, da dieser in Bezug auf das 
erfindungsgemalie Verfahren und das erfindungsgemaBe Mikroskop 
besonders flexibel und vorteilhaft einsetzbar ist. Ebenso ist vorgesehen, dass 
die zumindest eine vorzugsweise freie Beleuchtungswellenlange auswahlbar 

25 und die Lichtquelle auf die ausgewahlte Beleuchtungswellenlange einstellbar 
ist. 

Vorzugsweise weist der Fluoreszenzfarbstoff einen Anregungs- und einen 
Emissionsbereich auf, wobei die Beleuchtungswellenlange im kurzwelligen 
Anteil des Anregungsbereichs und/oder die Detektionswellenlange im 
30 langwelligen Anteil des Emissionsbereichs liegt. 

Der in der Praxis zugangliche Stokes-Shift-Bereich ist bei einigen Farbstoffen 
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sehr eingeschrankt. Einige grun emittierende Farbstoffe weisen einen 
Unterschied zwischen Anregungs- und Emissionsmaximum von ca. 20 - 30 
nm auf. Die spektrale Bandbreite betragt bei der Anregung und im 
Fluoreszenzspektrum jeweils ca. 50 nm. Verzichtet man auf den GroBteil des 
5 kurzwelligen Fluoreszenzlichts und nutzt den Farbstoff zusatzlich im schwer 
anregbaren blauverschobenen Anregungsspektrum, so kann man auf diesem 
Weg einen Stokes-Shift von ca. 120 nm erreichen. Rote Farbstoffe weisen 
typischerweise einen groBeren Stokes-Shift auf. Es ist auch moglich, einen 
moglichst groBen Anti-Stokes-Shift zu verwenden, wobei dies leider 
10 manchmal am kleinen Oberlappungsbereich der Anregungs- und 
Emissionsspektren scheitert. Einige Farbstoffe sind verfugbar, die auch bei 
Anregung im blau-griinen Bereich einen akzeptablen Stokes-Shift, bzw. ein 
sehr breitbandiges Emissionsspektrum aufweisen. 

Die EffizienzeinbuBe bei der Nutzung eines kleinen Ausschnitts des 
15 Fluoreszenzspektrums ist meist tolerierbar, insbesondere wenn man sie mit 
der erfindungsgemaB ebenfalls moglichen Zweiphotonenanregung vergleicht, 
die eine aufgrund von Photobleichen geringere Ausbeute hat als die konfokale 
Mikroskopie mit 1-Photonen-Anregung. Fur die Mehrphotonenanregung ist die 
Lichtquelle vorzugsweise als Pulslaser ausgefQhrt. 

20 In einer bevorzugen Ausgestaltung weist das Beleuchtungslicht eine weitere 
Beleuchtungswellenlange auf, wobei die Anregung Ober einen virtuelles Oder 
iiber ein reales Zwischenniveau erfolgt. 

In einer bevorzugten Variante erfolgt die Anregung Uber ein hoheres 
Anregungsniveau , insbesondere Ober einen S 0 -S 2 -0bergang. Dies ist eine 
25 Alternative, die nicht auf einer Einschrankung des Fluoreszenzspektrums 
beruht. Meist erfolgt ein strahlungsloser Relaxations-Obergang vom S 2 - in den 
S^Zustand vor der Fluoreszenz. Dadurch wird ein sehr groBer Stokes-Shift 
erzeugt. Die Anwendbarkeit dieser Methode ist davon abhangig, inwieweit das 
Bleichen durch diese relativ hochenergetische Anregung verstarkt wird. 

30 Der Anti-Stokes-Bereich eines Farbstoffs kann mfiglicherweise durch eine 
kOnstliche Anhebung der Molekule aus dem Vibrationsgrundzustand des 
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elektronischen Grundzustands S 0 in einen hoheren Vibrationszustand leichter 
ausgenutzt werden. Werden die Farbstoffe aus diesem angeregten Zustand in 
den Si-Zustand gebracht und detektiert man erfindungsgemaB nur das 
kurzwellige Fluoreszenzlicht aus dem Zerfall in einen moglichst niedrigen 
5 Zustand, so ist die Wellenlange des Fluoreszenzlichts deutlich kQrzer als die 
des Anregungslichts. Durch IR-Strahlung ist eine Anregung dieser 
Vibrationszustande moglich. 

In einer anderen Variante beinhaltet die Anregung der Probe einen Forster- 
resonanten Energietransfer (FRET) innerhalb der Probe. Hierzu werden 

10 gekoppelte Farbstoffe verwendet, bei denen ein hochenergetisch anregbarer 
Farbstoff (der Donor) uber resonanten Energietransfer die Anregungsenergie 
auf einen niederenergetischeren Farbstoff (den Akzeptor) abgibt, der dann im 
stark rot-verschobenen Bereich fluoresziert. Auch die Nutzung einer 
Farbstoffkette unter Ausnutzung mehrfacher Kopplung ist moglich. Forster- 

15 Energietransfer (FRET) zwischen zwei Farbstoffmolekulen wird zur 
Abstandsbestimmung zwischen diesen Molekulen in mittlerweile 
weitverbreiteten FRET-Experimenten genutzt. Transfereffizienzen von fast 
100% werden in der Praxis erreicht. Im Unterschied zu diesen Experimenten 
ist im 4-Pi-Fall eine permanente Kopplung notig. Ober einen Antikorper, der 

20 spezifisch diese beiden Farbstoffmolekule bindet, ist dies aber prinzipiell 
mbglich. 

Das konfokale 4-Pi-Mikroskop weist vorzugsweise eine Detektionslochblende 
mit einem kleineren Offnungsdurchmesser als 1 Airyscheibe, insbesondere 
einen Offnungsdurchmesser von 0,7 bis 0,8 Airyscheiben, auf. Durch eine 

25 besondere Beachtung der Grolie der Detektionslochblende kOnnen die 
Nebenmaxima erfindungsgemSIX reduziert werden und wiederum die 
Anforderungen an den Stokes-Shift des Fluoreszenzfarbstoffs verringert 
werden. Im Gegensatz zum klassischen konfokalen Mikroskop, bei dem der 
Offnungsdurchmesser der Detektionslochblende kaum Einfluss auf die 

30 AuflOsung hat, hSngt die Nebenmaximahohe im konfokalen 47i-Mikroskop 
relativ stark von dieser Grolie ab. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist auch in der l s M- und Wellenfeld- 
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Mikroskopie anwendbar. 

In der Zeichnung ist der Erfindungsgegenstand schematisch dargestellt und 
wird anhand der Figuren nachfolgend beschrieben, wobei gleich wirkende 
Elemente mit denselben Bezugszeichen versehen sind. Dabei zeigen: 
5 Fig. 1 ein erfindungsgemaftes konfokales 4-Pi-Mikroskop, 

Fig. 2 z-Profile des 4-Pi-konfokalen Mikroskops bei Einphotonenanregung 
und mit einem Pupillenfilter, 

Fig. 3 theoretische OTFs und PSFs des 4Pi-konfokalen Mikroskops, 

Fig. 4 Fig. 4 zeigt Spektren des typischen Fluoreszenzfarbstoffs Fluorescein 
10 und des Farbstoffs FM4-64, 

Fig. 5 schematisch die erfindungsgemalXe Qberlappung der Detektions- 
Minima und der Beleuchtungs-Nebenmaxima und 

Fig. 6 die Abhangigkeit der relativen Hohe der Nebenmaxima vom Stokes- 
Shift. 

15 Fig. 1 zeigt ein konfokales 4-Pi-Mikroskop 1 mit einer Lichtquelle 3, die 
Beleuchtungslicht 5 emittiert. Das Beleuchtungslicht 5 wird mit der Linse 7 auf 
das Beleuchtungslochblende 9 fokussiert, passiert diese und durchlauft 
anschlielSend die erste Optik 11, die zweite Optik 13 und einen Pupillenfilter 
15, der zwischen der ersten Optik 1 1 und der zweiten Optik 13 angeordnet ist. 

20 Von einem Strahlteiler 17, der als dichroitischen Strahlteiler ausgefuhrt ist. 
wird das Beleuchtungslicht 5 durch die Optik 19 hindurch zu einer 
Strahlablenkeinrichtung 21 reflektiert, die einen kardanisch gelagerten 
Scanspiegel 23 beinhaltet. Der Scanspiegel 23 der Strahlablenkeinrichtung 21 
ist urn zwei Achsen schwenkbar gelagert, so dass durch geeignetes 

25 Schwenken des Scanspiegel 23 das Beleuchtungslicht abgelenkt bzw. 
gescannt werden kann. Von der Strahlablenkeinrichtung gelangt das 
Beleuchtungslicht 5 durch die Scanoptik 25 und durch die Tubusoptik 27 zu 
einem weiteren Strahlteiler 29 der das Beleuchtungslicht in einen ersten 
Beleuchtungslichtteilstrahl 31 und einen zweiten Beleuchtungslichtteilstrahl 33 

30 aufteilt. Der erste Beleuchtungslichtteilstrahl 31 gelangt iiber den ersten 
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Umlenkspiegel 35 zu dem ersten Objektiv 37, das eine erste Pupille 39 
aufweist und das den ersten Beleuchtungslichtteilstrahl 31 auf die Probe 41 
fokussiert. Der zweite Beleuchtungslichtteilstrahl 33 gelangt uber den zweiten 
Umlenkspiegel 43 zu dem zweiten Objektiv 45, das eine zweite Pupille 47 
5 aufweist und das den zweiten Beleuchtungslichtteilstrahl 31 ebenfalls auf die 
Probe 41 fokussiert, wobei dieser mit dem ersten Beleuchtungslichtteilstrahl 
31 interferiert. Der Pupillenfilter 15 befindet sich in einer optisch zu den 
Pupillenebenen in denen sich die Pupillen 39, 47 befinden 
korrespondierenden Ebene. Von der Probe 41 ausgehendes Detektionslicht 

10 gelangt in Form eines ersten Detektionslichtteilstrahles 49 durch das erste 
Objektiv 37 und Uber und den ersten Umlenkspiegel 35 zu dem weiteren 
Strahlteiler 29 und interferiert dort mit einem zweiten Detektionslichtteilstrahl 
51, der durch das zweite Objektiv 45 und uber und den zweiten 
Umlenkspiegel 43 zu dem weiteren Strahlteiler 29 gelangt. Das interferierende 

15 Detektionslicht 53 wird uber die Tubusoptik 27, die Scanoptik 25 und Uber die 
Strahlablenkeinrichtung 21 zu dem Strahlteiler 17 gefuhrt, passiert diesen und 
gelangt nach Passieren der Detektionsoptik 55 durch die 
Detektionslochblende 57, die einen Offnungsdurchmesser von 0,7 
Airyscheiben aufweist, zu dem Detektor 59, der einen Photomultiplier 

20 beinhaltet. Der Pupillenfilter 15 ist als Zonenfilter mit 3 getrennten 
Phasenringen ausgefuhrt. Die Wellenlange des Beleuchtungslichtes betragt 
488 nm. Die des Detektionslichtes betragt 688nm. Im Strahlengang des 
Detektionslicht 53 ist ein weiterer Pupillenfilter 71 vorgesehen. 

Fig. 2 zeigt z-Antworten des 4Pi-konfokalen Mikroskops bei 
25 Einphotonenanregung und mit einem Pupillenfilter 15. Der Pupillenfilter 15 
befindet sich in einer optisch zu den Pupillenebenen in denen sich die Pupillen 
39, 47 befinden korrespondierenden Ebene. Aufgetragen sind die z- 
Antworten fur Pupillenfilter mit unterschiedlichen Zonenanzahlen. Bevorzugt 
wird der links unten gezeigte Filter verwendet, weil dieser auch in den 
Randbereichen niedrige z-Antworten aufweist. Allerdings spielen die 
Randbereiche bei sehr dunnen Proben keine Rolle, da diese aufierhalb der 
Probe liegen. Dargestellt sind die Profile fur Phasenring-Filter im 
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Anregungsstrahlengang mit 1, 2 und 3 getrennten Phasenringen sowie der 
Referenzfall ohne Pupillenfilter. Der grau unterlegte Bereich liegt auBerhalb 
der optimierten Zone. Je nach Optimierung werden stark verschiedene 
VerlSufe der z-Antworten auBerhalb des optimalen Bereichs erreicht. (Die z- 
5 Antwort tauscht etwas daruber hinweg, da hier einzelne Punkte linear ins 
Gewicht fallen und nicht quadratisch wie bei der Berechnung von Delta.) Dafiir 
steigen die AuBenbereiche relativ zum zentralen Maximum unverhaltnismaBig 
stark an. (Anregungswellenlange 488 nm, Stokes-Shift 10%, infinitesimal 
kleine Detektionslochblende, Wasser-lmmersionsobjektiv mit halbem 
10 Offnungswinkel von 1,1 rad.) 

Fig. 3 zeigt theoretische OTFs und PSFs des 4Pi-konfokalen Mikroskops in 
Abhangigkeit vom Stokes-Shift. Die z-Antworten und die Profile entlang der 
kz-Achse der OTF sind gegen die Detektionswellenlange aufgetragen. Die 
beiden Falle einer Detektionslochblende von 0 (punktformig) und 1 Airy- 
15 Scheibe Durchmesser sind jeweils dargestellt. Es wurde von alpha=63° (1,1 
rad), n = 1,33 und einer Anregungswellenlange von 488nm ausgegangen. Auf 
diese WellenlSnge beziehen sich auch die angegebenen Werte fur den 
relativen Stokes-Shift. Die Konturlinien liegen bei 50% (weiB), 40%, 30%, 
20%, 10% (gestrichelt) und 5% (gepunktet; nur OTFs) der Maximalwerte. 

20 Fig. 4 zeigt Spektren des typischen Fluoreszenzfarbstoffs Fluorescein und des 
Farbstoffs FM4-64 mit einem auBergewohnlich groBen Stokes-Shift. Die 
Emissionsspektren sind schwarz eingezeichnet, die Anregungs- bzw. 
Absorptionsspektren grau. 

Fig. 5 zeigt schematisch die erfindungsgemSBe Dberlappung der Detektions- 
25 Minima 61 und der Beleuchtungs-Nebenmaxima 63. Dargestellt ist auch das 
Beleuchtungs-Hauptmaximum 65 und das Detektions-Hauptmaximum 67. Die 
z-Antwort ergibt sich aus dem Produkt des ersten Graphen 69 fur die 
Beleuchtungs-PSF und des zweiten Graphen 73 fur die Detektions-PSF. 

Fig. 6 zeigt die Abhangigkeit der relativen Hohe der Nebenmaxima vom 
30 Stokes-Shift bei Benutzung von Absorptions-Filtem (3 Zonen) fur die 4-PI- 
Typen A und C in 1- und 2-Photonen-Anregung. Die Werte sind relativ zur 
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Hone des jeweiligen Hauptmaximums angegeben. ES ist jeweils die 
Referenzkurve fur die 4-PI-Mikroskopie ohne Pupillenfilter, die Kurve bei 
Verwendung der Filter nur in der Anregung und das Verhalten bei Filtem im 
Anregungs- und im Detektionsstrahlengang aufgefiihrt. Typische Stokes-Shifts 
5 sind durch die gestrichelten Senkrechten markiert. Fur die Berechnung wurde 
von Objektiven mit einem halben Objektivoffnungswinkel von 1,1 rad und einer 
infinitesimal kleinen Detektionslochblende ausgegangen. 

Die Erfindung wurde in Bezug auf eine besondere Ausfuhrungsform 
beschrieben. Es ist jedoch selbstverstandlich, dass Anderungen und 
0 Abwandlungen durchgefuhrt werden k6nnen, ohne dabei den Schutzbereich 
der nachstehenden Anspriiche zu verlassen. 
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Patentanspruche 



1 . Verfahren zur konfokalen 4-Pi-Mikroskopie, gekennzeichnet durch 

folgende Schritte: 

• Koharentes Beleuchten einer Probe von zwei Seiten durch je ein 
5 Objektiv mit Beleuchtungslicht, das zumindest eine 

Beleuchtungswellenlange aufweist. wobei durch Interferenz des 
Beleuchtungslichts in der Probe eine stehende Beleuchtungswelle mit 
einem Beleuchtungs-Hauptmaximum und mit Beleuchtungs- 
Nebenmaxima erzeugt wird und 

10 • Detektieren des von der Probe ausgehenden Detektionslichtes. das 

zumindest eine Detektionswellenlange aufweist, durch die beiden 
Objektive hindurch, wobei das Detektionslicht zur Interferenz gebracht 
wird und dadurch in der Probe ein Detektionsmuster mit einem 
Detektions-Hauptmaximum und mit Detektions-Nebenmaxima derart 

15 erzeugt wird, dass die Beleuchtungs-Nebenmaxima und die 

Detektions-Nebenmaxima sich an unterschiedlichen Orten befinden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass die 
Objektive je eine Pupille aufweisen und dass durch Einfiigen von 
Pupillenfiltern in zumindest eine Pupillenebene oder in zumindest eine optisch 

20 zu der Pupillenebene korrespondierenden Ebene die raumliche Lage der 
Beleuchtungs-Nebenmaxima und/oder der Detektions-Nebenmaxima 
festgelegt und/oder verandert werden. 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Probe mit zumindest einem Fluoreszenzfarbstoff 

25 markiert ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet. dass die 
Anregung der Probe durch Mehrphotonenanregung, insbesondere 
Zweiphotonenanregung, bewirkt wird. 
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5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Anregung der Probe einen Forster-resonanten Energietransfer (FRET) 
innerhalb der Probe beinhaltet. 

6. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das 
5 Beleuchtungslicht eine weitere Beleuchtungswellenlange aufweist und die 

Anregung uber einen virtuelles Oder uber ein reales Zwischenniveau erfolgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Anregung uber ein hoheres Anregungsniveau, insbesondere uber einen S 0 -S 2 - 
Obergang, erfolgt. 

10 8 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 

gekennzeichnet, dass das Verhaltnis von Beleuchtungswellenlange zu 
Detektionswellenlange im Bereich von 0,5 bis 0,9, insbesondere im Bereich 
von 0,6 bis 0,8, insbesondere bei 0,75 liegt. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 8, dadurch 

15 gekennzeichnet, dass der Fluoreszenzfarbstoff einen Anregungs- und einen 
Emissionsbereich aufweist, wobei die Beleuchtungswellenlange aus dem 
kurzwelligen Anteil des Anregungsbereichs und/oder die 
Detektionswellenlange aus dem langwelligen Anteil des Emissionsbereichs 
gewahlt wird. 

20 10 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 

gekennzeichnet, dass eine Detektionslochblende vorgesehen ist, deren 
Offnungsdurchmesser kleiner als 1 Airyscheibe, insbesondere von 0,7 bis 0,8 
Airyscheiben, insbesondere von 0,7 Airyscheiben, eingestellt wird. 

11. Konfokales 4-Pi-Mikroskop mit einer Lichtquelle, die 

25 Beleuchtungslicht, das zumindest eine Beleuchtungswellenlange aufweist, 
erzeugt, und das von zwei Seiten durch je ein Objektiv auf eine Probe richtbar 
ist, wobei durch Interferenz des Beleuchtungslichts in der Probe eine 
stehende Beleuchtungswelle mit einem Beleuchtungs-Hauptmaximum und mit 
Beleuchtungs-Nebenmaxima erzeugt wird und mit einem Detektor zum 
30 Detektieren von von der Probe ausgehendem durch die beiden Objektive 
hindurch gehendem Detektionslicht, das zumindest eine 
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Detektionswellenlange aufweist, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Detektionslicht interferiert und in der Probe ein Detektionsmuster mit einem 
Detektions-Hauptmaximum und mit Detektions-Nebenmaxima erzeugbar ist, 
wobei sich die Beleuchtungs-Nebenmaxima und die Detektions-Nebenmaxima 
5 sich an unterschiedlichen Orten befinden. 

12. Konfokales 4-Pi-Mikroskop nach Anspruch 11, dadurch 

gekennzeichnet, dass die Objektive je eine Pupille aufweisen und dass 

Pupillenfiltern in zumindest eine Pupillenebene oder in zumindest eine optisch 

zu der Pupillenebene korrespondierenden Ebene einfugbar sind, die die 

10 raumliche Lage der Beleuchtungs-Nebenmaxima und/oder der Detektions- 
Nebenmaxima festlegen. 

13. Konfokales 4-Pi-Mikroskop nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass der zumindest eine Pupillenfilter eine Phasenplatte, die 
insbesondere Bereiche unterschiedlicher Phasenverzdgerung aufweist, 

1 5 insbesondere eine X/2-Platte beinhaltet. 

14. Konfokales 4-Pi-Mikroskop nach einem der Anspriiche 11 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, dass die zumindest eine Detektionswellenlange 
auswahlbar und der Detektor auf die ausgewahlte Detektionswellenlange 
einstellbar ist. 

20 15. Konfokales 4-Pi-Mikroskop nach einem der Anspruche 11 bis 14, 

dadurch gekennzeichnet, dass die zumindest eine Beleuchtungswellenlange 
auswahlbar und die Lichtquelle auf die ausgewahlte Beleuchtungswellenlange 
einstellbar ist. 

16. Konfokales 4-Pi-Mikroskop nach einem der Anspriiche 11 bis 15, 
25 dadurch gekennzeichnet, dass die Probe mit zumindest einem 

Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. 

17. Konfokales 4-Pi-Mikroskop nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Lichtquelle ein Laser, insbesondere ein Pulslaser, 
ist und dass die Anregung der Probe durch Mehrphotonenanregung, 

30 insbesondere Zweiphotonenanregung, bewirkbar ist. 
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18. Konfokales 4-Pi-Mikroskop nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Anregung der Probe einen Ferster-resonanten 
Energietransfer (FRET) innerhalb der Probe beinhaltet. 

19. Konfokales 4-Pi-Mikroskop nach Anspruch 16, dadurch 
5 gekennzeichnet, dass das Beleuchtungslicht eine weitere 

Beleuchtungswellenlange aufweist und die Anregung der Probe iiber ein 
virtuelles Oder iiber ein reales Zwischenniveau erfolgt. 

20. Konfokales 4-Pi-Mikroskop nach einem der Anspruche 16 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Anregung uber ein hoheres 

10 Anregungsniveau , insbesondere Qber einen S 0 -S 2 -0bergang, erfolgt. 

21. Konfokales 4-Pi-Mikroskop nach einem der Anspruche 11 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Verhaltnis von Beleuchtungswellenlange 
zu Detektionswellenlange im Bereich von 0,5 bis 0,9, insbesondere im Bereich 
von 0,6 bis 0,8, insbesondere bei 0,75 liegt. 

15 22. Konfokales 4-Pi-Mikroskop nach einem der Anspruche 16 bis 21, 

dadurch gekennzeichnet, dass der Fluoreszenzfarbstoff einen Anregungs- und 
einen Emissionsbereich aufweist, wobei die Beleuchtungswellenlange im 
kurzwelligen Anteil des Anregungsbereichs und/oder die 
Detektionswellenlange im langwelligen Anteil des Emissionsbereichs liegt. 

20 23. Konfokales 4-Pi-Mikroskop nach einem der Anspruche 1 1 bis 22, 

dadurch gekennzeichnet, dass das konfokale 4-Pi-Mikroskop eine 
Detektionslochblende mit einem kleineren Offnungsdurchmesser als 1 
Airyscheibe, insbesondere von 0,7 bis 0,8 Airyscheiben, insbesondere von 0,7 
Airyscheiben, aufweist. 

25 



WO 2004/061513 PCT/EP2004/000029 

2/6 




WO 2004/061513 PCT7EP2004/000029 

4/6 






[n v] Sunjswj 



WO 2004/061513 



6/6 



PCI7EP2004/000029 




BLuixeujueqafg jap aqpH 3A!}B|3j 



[ERNATIONAL SEARCH REPORT 



tlona! Application No 

PCT/EP2004/000029 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 G02B21/00 



According 10 international Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols* 

IPC 7 G02B 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included In the fields searched 



Electronic data base consulted during the International search (name of data base and. where practical, search terms used) 

EPO-Internal 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • Citation o! document, with indication, where appropriate, of the relevant 



Relevant to claim No. 



DE 101 07 095 A (LEICA MICROSYS HEIDELBERG 
GMBH) 29 August 2002 (2002-08-29) 

paragraphs < 0002!- 4 0004! 
paragraphs '0012!-' 0016! 
paragraph '0030! 



V- 



1-3, 

6-16, 

19-23 



4,5,17, 
18 



|X| Furtner documents are listed In the continuation of box C. 


[X | PalGn t *amiiy members are listed In annex. 


•A' document defining the general state of the art which Is not 
considered to be of particular relevance 

•E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L* document which may throw doubts on priority ctabnfe) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

■P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


'V later document published after the International filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

•X' document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document Is taken alone 

'V document o1 particular relevance; the claimed Invention 

cannot be considered to Involve an inventive step when the 
document Is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

*&* document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the international search 


Date of mailing of the international search report 


17 May 2004 


26/05/2004 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV RiJswQk 
TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Luck, W 





page 1 of 2 



RNATIONAL SEARCH REPORT 



C(Contlnuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 

Category 6 



rtional Application No 

PCT/EP2004/000029 



Cftalion of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



HELL S ET AL: "PROPERTIES OF A 4PI 
CONFOCAL FLUORESCENCE MICROSCOPE" 
JOURNAL OF THE OPTICAL SOCIETY OF AMERICA 
- A, OPTICAL SOCIETY OF AMERICA, 
WASHINGTON, US, 
vol. 9, no. 12, 

1 December 1992 (1992-12-01), pages 
2159-2166, XP000328467 
ISSN: 1084-7529 
Zusammenfassung 

Selte 2160, rechte Spalte, zwelter Absatz 

EP 0 807 814 A (CORNELL RES FOUNDATION 
INC) 19 November 1997 (1997-11-19) 
Zusammenfassung 

page 2, line 56 -page 3, line 17 



US 2002/027709 Al (ENGELHARDT JOHANN 
AL) 7 March 2002 (2002-03-07) 
paragraph '0006! 

DE 43 31 570 A (HELL STEFAN) 
2 March 1995 (1995-03-02) 
Zusammenfassung 

column 2, line 33 -column 3, line 3 



ET 



Relevant to claim No. 



4,17 



5,18 



Finn PCT/lSA/21 0 (continuation ol second sheet) (January 2004) 



page 2 of 



2 



[ERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Jonal Application No 

PCT/EP2004/000029 



Publication 


Patent family 


Publication 


date 


member(s) 


date 



DE 10107095 



29-08-2002 



DE 10107095 Al 

GB 2372897 A ,B 

JP 2002303798 A 

US 2002109913 Al 



29-08-2002 
04-09-2002 
18-10-2002 
15-08-2002 



EP 0807814 



19-11-1997 



US 


5034613 


A 


23-07-1991 


EP 


0807814 


Al 


19-11-1997 


AT 


170636 


T 


15-09-1998 


AT 


253727 


T 


15-11-2003 


DE 


69032621 


Dl 


08-10-1998 


DE 


69032621 


T2 


25-03-1999 


DE 


69034117 


Dl 


11-12-2003 


DK 


807814 


T3 


15-03-2004 


EP 


0500717 


Al 


02-09-1992 


ES 


2123501 


T3 


16-01-1999 


HK 


1010411 


Al 


07-04-2000 


JP 


2848952 


B2 


20-01-1999 


JP 


5503149 


T 


27-05-1993 


WO 


9107651 


Al 


30-05-1991 



US 2002027709 Al 07-03-2002 DE 10043992 Al 21-03-2002 
DE 4331570 A 02-03-1995 DE 4331570 Al 02-03-1995 



Form PCT/1SA/210 (patent t amity annex} (January 2004) 



INTERNATIO 



R RECHERCHENBERICHT 



lonales Aktenzelchen 



PCT/EP2004/Q00029 



A. K LA SSI RZ1ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G02B21/00 



Nach der Internal bnaten Patent klassifikatlon (IPK) oder nach der nalionalen Klassifikatlon und der IPK 



a RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mlndestprufstoff (Klasslfikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 G02B 



Recherchferle aber nlcht zum Mlndestprufstoff gehorende VerSffentfichungen, so we It dlese unter dte recherchlerten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsulllerte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegritte) 

EPO-Internal 



g ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTER LAG EN 



Kategorfe 0 Bezelchnung der Veroffentlichung, soweil erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



DE 101 07 095 A (LEICA MICROSYS HEIDELBERG 
GMBH) 29. August 2002 (2002-08-29) 

Absatze '0002!-' 0004! 
Absatze '0012!-' 0016! 
Absatz '0030! 



-/-- 



1-3, 

6-16, 

19-23 



4,5,17, 
18 



Welfare VerdffentBchungen stnd der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



■ Besondere Kategorien von angegebenen Verofferrtlichungen 

•A' Veroffentlichung, die den alkjemeinen Stand der Technik definlert, 
aber nlcht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

'E* an e res Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem Internationalen 
AnmekJedatum vercffentlicrit worden 1st 

*L' Verdffenttlchung, die geefgnet 1st, einen Prioritatsanspruch zwelfelhaft er- 
schelnen zu lassen. oder durch die das Verorfenlllchungsdatum einer 
anderen im Recherchenberichl genannten Veroffentfichung belegt werden 
son oder cfie aus elnem anderen besonderen Grund angegeben is! (wig 
ausgefOhrt) 

'O* Veroffentlichung, die eloh auf eine mOndDche Offenbarung, 

etna Benutzung, elne Ausstellung oder andere MaOnahmen bezteht 
P VerdffentUcriung, die vor dem Internationalen Anmeldedalum, aber nach 
dam beanspruchten Priorft&tsdatum veroffentllcht worden 1st 



T Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen An me Ida datum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentllcht worden ist und mit der 
Anmeldung nlcht kolBdiert, sondem nur zum Verstandnls des der 
Erflndung zugrundeltegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

■X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann alleln autgnjnd dieser Verdffentlichung nlcht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

*Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erflndung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
warden, wenn cfie Veroffentlichung mtl elneroder mehreren anderen 
Veroffenthchungen dieser Kategorie In Verbindung gebracht wind und 
diase Verbindung foremen Fachmann naheliegend Ist 

"&' Veroffentilchung. die Mltglled derseiben Patentfamilie 1st 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



17. Ma1 2004 



Absendedatum des Internationalen Recherchenbertchts 



26/05/2004 



Name und Postanschrift der Internal ionalen Recherchenbehdrde 
Europalsches Paten tamt. P.B. 5818 PatenUaan2 
NL-22BOHVR«swljk 
TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 



Bevollmdchtigter Bediensteter 



Luck, W 



Formbiatt PCT/1SA/210 (Btatl 2) (Januar 2004) 



Selte 1 von 2 



INTERNATIOJ 



R RECHERCHENBERICHT 



I ■J^klonates AWenzelehon 

I PCT/EP2004/000029 



C^Foiteetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorte" Sezeictinung der Veroffent/ichung. sowoif eifondeittch unter Angabe der in Belraeht kommanden Teite 



Betr. Anspruch Nr. 



HELL S ET AL: "PROPERTIES OF A 4PI 
CONFOCAL FLUORESCENCE MICROSCOPE" 
JOURNAL OF THE OPTICAL SOCIETY OF AMERICA 
- A, OPTICAL SOCIETY OF AMERICA, 
WASHINGTON, US, 
Bd. 9, Nr. 12, 

1. Dezember 1992 (1992-12-01), Selten 
2159-2166, XP000328467 

ISSN: 1084-7529 
Zusammenfassung 

Selte 2160, rechte Spalte, zwelter Absatz 

EP 0 807 814 A (CORNELL RES FOUNDATION 
INC) 19. November 1997 (1997-11-19) 
Zusammenfassung 

Selte 2, Zeile 56 -Selte 3, Zelle 17 

US 2002/027709 Al (EN6ELHARDT J0HANN ET 
AL) 7. Karz 2002 (2002-03-07) 
Absatz '0006! 

DE 43 31 570 A (HELL STEFAN) 

2. Marz 1995 (1995-03-02) 
Zusammenfassung 

Spalte 2, Zeile 33 -Spalte 3, Zeile 3 



4,17 



5,18 



Fomwatt PCT7IS/V2 1 0 (Fortsetzung yon a«l 2) (Januar 2004) 



Selte 2 von 2 



JNTERNATIOJ 

Angaben zu VenBffentli 



RECHERCHENBERICHT 

die zur selDen Patentfamilie gehdren 



itonales AWenzeichen 



lm Recherchenberfcht 
angefOhrtes Patentdokument 


Datum der 1 
Veroffentllchung 




Mitglled(er) der 
Patentfamille 


Datum der J 
Verflffentlichung 1 


DE 10107095 A 


29-08-2002 


DE 
66 
JP 
US 


10107095 Al 
2372897 A ,B 
2002303798 A 
2002109913 Al 


29-08-2002 
04-09-2002 
18-10-2002 
15-08-2002 



EP 0807814 



19-11-1997 US 
EP 
AT 
AT 
DE 
DE 
DE 
DK 
EP 
ES 
HK 
JP 
JP 
MO 



T 
T 



5034613 A 
0807814 Al 
170636 
253727 
69032621 Dl 
69032621 T2 
69034117 Dl 
807814 T3 
0500717 Al 
2123501 
1010411 
2848952 62 
5503149 T 
9107651 Al 



T3 
Al 



US 2002027709 Al 07-03-2002 DE 



10043992 Al 



DE 4331570 



23-07- 

19- 11- 
15-09- 
15-11- 
08-10- 
25-03- 
11-12- 

15- 03- 
02-09- 

16- 01- 
07-04- 

20- 01- 
27-05- 
30-05- 



-1991 
1997 
-1998 
•2003 
•1998 
•1999 
•2003 
2004 
1992 
1999 
2000 
1999 
1993 
1991 



02-03-1995 DE 



4331570 Al 



21-03-2002 
02-03-1995 



